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[緒言] 
細胞は増殖因子やストレスなど外部からのさまざまなシグナル情報に応答し,
多種多様な適応反応を示す事でその恒常性を維持している。酵母から哺乳類に
亘り真核生物に普遍的に存在するMAPキナーゼシグナル伝達経路は, 細胞外か
らの刺激を細胞核へ的確に伝える主要なシステムの一つである。MAPキナーゼ      
(MAPK) は細胞増殖や分化, 細胞死, 細胞周期の制御, 体内時計の制御, 記憶・
学習等, 生物の生理現象の様々な局面において様々な役割を担っている。こうし
た機能を発現する上で MAPK によるリン酸化の標的となる RNA 認識モチーフ 
(RRM) 型 RNA 結合タンパク質が細胞の増殖や分化をスイッチ制御することが
見出されており, その一つにNrd1 (Negative Regulator of Differentiation) が同定さ
れている
1)
。 
Nrd1 は性の分化 (接合, 減数分裂) に関与するタンパク質である事が明らかに
されていたが, 2009 年に細胞質分裂時のアクトミオシン環の収縮に必要である
ミオシンⅡの軽鎖であるCdc4の mRNAに結合する事によりCdc4の異常を抑制
し, 結果として細胞質分裂の異常を抑制する事が見出された。この過程において, 
Nrd1はMAPK (Pmk1) によってリン酸化される事でその働きが負に制御されて
いる。このように, 細胞質分裂に重要であるミオシンの発現は転写後にリン酸化
される事で制御されるが, Nrd1が Cdc4のmRNAをどのように構造認識し, その
結果 Cdc4 の異常を抑制しているのかについての詳細は明らかになっていない。
そこで, この機構を原子レベルで詳細に解明する事を目的とし, Nrd1のX線結晶
構造解析に着手した。 
 
[実験・結果] 
本研究では, Nrd1 を可溶性画分に大量に得る事を目的とし, N-末端領域に
GST-tagを融合した GST-tagged Nrd1を用いた。また, GST-tagged Nrd1を可溶性
画分として大量に得る為に大腸菌発現系で発現, 精製条件を検索した。その結果, 
大腸菌 BL21 (DE3) を用いて発現させ, IPTGによる誘導は 0.1 mMで 6時間誘導
する事に決定した。また, タンパク質発現後の可溶性画分についてアフィニティ
ークロマトグラフィー (Glutathione Sepharose 4B) により粗精製した。まず, タン
パク質を吸着させた後 150 mMの NaClの入った緩衝液のみで洗浄し, 溶出させ
た場合, 溶出画分の吸光スペクトルに 260 nm のピークが大きく検出され, 大腸
菌由来の核酸が非特異的に結合している事が明らかになった。そこで, 除核酸に
ついて以下, (1) DNase, RNase処理, (2) ベンゾナーゼ (セラチア菌由来のエンド
ヌクレアーゼ) 処理, (3) GST アフィニティークロマトグラフィー (高塩濃度の
緩衝液) の利用, (4) 硫安分画, 疎水クロマトグラフィーの利用を検討した。その
結果, 最も安価で効率的に核酸の除去に成功した方法 (3) を採用し, 樹脂の洗
浄に高塩濃度の緩衝液 (3M NaCl) を用いた。次に, 溶出させた GST-tagged Nrd1
を PreScission Protease処理しGST-tagを切断した後, FPLCを用いた強陽イオンク
ロマトグラフィー (HiTrap SP FF) によって精製し, SDS-PAGEによりほぼ単一
であると評価出来る精製品を得た。この発現, 精製系を用いて 4 L培養した菌体
より約 5 mgの Nrd1を得る事ができた。以上のように, 大腸菌発現系を用いて, 
Nrd1を安定に高純度で得る方法を確立する事ができた。 
得られた Nrd1 を評価する為, リアルタイム RT-PCR を用いて Cdc4 の mRNA
との結合活性測定を行った。また, 動的光散乱 (DLS) や円偏光二色性 (CD) ス
ペクトル測定を用いた温度安定性, pH 安定性, 及び最終精製品の結晶化能の評
価を行った。 
その結果, Cdc4の mRNAとの結合活性について, Cdc4の mRNAと結合活性を
有す事が分かった。Nrd1の温度安定性について, 4 ℃において時間経過に対する
分解が最も軽減される事が分かった。Nrd1の pH安定性について, pH4-8の範囲
において, 二次構造を保持し, 二次構造, 及び芳香族アミノ酸側鎖は変化しない
事が示唆された。DLSを用いた最終精製品の結晶化能の評価を行った結果, Nrd1
の最終精製品の多分散度は 19.1 ％であり, 結晶化能が高いと評価できた。また, 
Nrd1が溶液中で二量体を形成している事が示唆された。DLSを用いて熱凝集温
度の測定を行った結果, Nrd1は 23 ℃付近で熱凝集し始める事が分かった。 
現在, Nrd1の結晶化条件の検索を, スパースマトリックス法を用いて行ってい
るが, 結晶は得られていない。結晶が晶出しない原因として, Nrd1はフレキシブ
ルな部分構造を持つタンパク質である可能性もあり, その為にタンパク質分子
が三次元的に正しく並びにくく, 結晶として晶出しにくい可能性も考えられる。
今後, Cdc4 の mRNA やそのアナログを結合させる事により, 結晶が得られると
考えている。 
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